esp@cenet - Document Bibliography and Abstract 



Page 1 of 1 



Expression of gag proteins from retroviruses in eucaryotic cells. 



Patent Number: 
Publication date: 
Inventor(s): 
Applicant(s): 
Requested Patent: 

Application 
Number: 

Priority Number(s): 
IPC Classification: 
EC Classification: 
Equivalents: 

Cited patent(s): 



EP0345242 
1989-12-06 

JACOBS ERIC; GHEYSEN DIRK 
SMITHKLINE BIOLOG (BE) 

□ EP0345242 . A3 

EP19890870082 19890602 
US1 9880202271 19880603 

A61K39/21; C12N1/18; C12N5/00; C12N7/00; C12N15/00; G01N33/569 
C07K14/16B . C12N15/85 

□ AP129 . AU3725689, AU4320689, AU627465, NZ229297, □ PT90731 . □ WQ91 00904 . 
ZA8904137 

EP0230222 : GB2181435 



Abstract 



This invention is a recombinant DNA molecule for expression of HIV-1 gag precursor protein in eukaryotic cells which 
comprises the HIV-1 gag coding region and regulatory regions which allow for expression of the gag DNA when said DNA is 
used to transform eukaryotic host cells. Also described are methods for producting HIV-1 gag protein, method for producing 
a recombinant DNA molecule, and the HIV-1 gag protein product produced by host cells transformed with the recombinant 
DNA described in the instant application. 
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Description 



Domalnede (Invention 



5 Cette invention est relative a I'expression des proteines dans ies cellules eucaryotes. Be concerne plus 
particulierement I'expression de la proteine precurseur gag du virus de I'immunodeficience. 



Arrlere-plan de Invention 

10 

Les retrovirus, c'est-a-dire Ies virus de la famille des Retroviridae, sont une grande famille de virus 
icosohedraux enveloppes d'envlron 150 nm presentant une nucleocapside et dont le materiel genetique est de 
TARN. La famille comprend les oncovirus comma les virus du sarcome et de la leucemie, les virus de 
I'lmmunodeficience et les lentivirus. 

15 Le virus de la deficlence immunitaire humaine (HIV), I'agent etiologique du syndrome de la deficlence 
Immunitaire acquise (SIDA) et des desordres qui y sont apparentes, est un membre de la famille des 
Retroviridae. II existe differents Isolats de HIV parmi lesquels le virus T-lymphotroplque humain de type III 
(HTLV-III), le virus de la lymphadenopathie (LAV) et ies retrovirus associes au SIDA (ARN) qui ont ete groupes 
dans le type 1 . Les virus associes a la deficlence Immunitaire comprennent HIV de type 2 dont I'association au 

20 SIDA en Afrique occidental a ete recemment mise en evidence. D'autres virus de la deficience Immunitaire 
comprennent les virus SIV (virus du singe) teis que SIVmac-BK28. 

La caracterisation moleculalre du genome de HIV a demontre que le virus possede la m£me organisation 
gagpol-env giobale que d'autres retrovirus. De plus, il contient au moins 5 genes qui ne se retrouvent pas dans 
d'autres retrovirus : sor, tat3 , art/trs, 3'orf et R. La region gag encode au moins 3 proteines structurelles 

25 ("core"), p17, p24 et p16 qui sont generaes par clivage d 'une proteine precurseur gag de 55 kilodaltons par la 
protease de HIV. La protease est encodee par ie gene pol. 

Des rapports recents ont montr6 que des anticorps aux proteines gag de HIV, p17, p24 et p16 sont presents 
dans les sera humains d'lndh/idus infectes aux Etats-Unis d'Amerique et en Europe et que les anticorps 
apparaissent rapidement apres infection. La presence de ces anticorps decline au fur et a mesure que 

30 I'individu progresse vers ie SIDA. 

La proteine gag p17 avec sa localisation submembranaire (Gelderblom et ai t Viroiogy 156 :171 (1987) est 
bien positionne pour §tre en contact etroit avec la proteine transmembranaire gp41 et la membrane virale. Elle 
pourrait egalement jouer un rdle dans les changement de conformation impliques dans le processus d'entree 
et de desenrobage du virus. De plus, on a demontre que gag p17 a un N-termlnus myristyle. La myristylation 

35 jouerait un r6Ie important dans Passemblage du virion et dans la localisation de composants du virus a la 
membrane du plasma 

Malgre de gros efforts de recherche dans le domaine du SIDA, on continue a avoir besoin de reactifs de 
diagnostic qui peuvent §tre utilises pour contrdler la progression de la maladie et d'agents qui peuvent eviter 
une infection primalre, teis que via une Immunisation et d'agents qui peuvent prevenir ou empecher une 
40 infection secondare teis que par une transmission de cellule a cellule ou par infection du virus libre. 



Resum6 de I'lnvention 

45 Un aspect de cette invention est une molecule d'ADN recombinant pour I'expresslon de la proteine 
precurseur gag dans des cellules eucaryotes qui comprend une sequence codant liee de maniere operatoire 
a une region de regulation qui fonctionne dans la cellule hote. 

Des aspects voisins de cette invention sont des cellules h6tes comprenant la molecule d'ADN recombinant 
et leurs cultures. 

50 D'autres aspects de cette Invention sont la proteine precurseur gag produlte par les cellules hdtes de 

Tinvention, y compris une particule comprenant la proteine precurseur gag sembiable au "core" de HIV. 
D'autres aspects encore de cette invention sont un procede pour produire la molecule d'ADN recombinant 

et la cellule hdte de I'lnvention, un procede pour produire la proteine precurseur gag et les particules de 

I'lnvention ainsi que les compositions et methodes qui s*y rattachent. 
55 Ces aspects de I'invention et d'autres encore sont amplement decrits dans la description et les Exemples 

qui suivent. 



Descriptio n Detaillee de I'lnvention 
60 — 

(I a maintenant et§ trouve que la proteine precurseur retroviraie gag peut etre exprimee dans des cellules 
eucaryotes recombinantes et qu'une telle expression peut resutter en une production de I'entieret6 de la 
proteine precurseur gag sans I'usage de sequences d'ADN pol et sans I'usage de sequences 5' non traduites. 
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Comme examples de telfes cellules il y a fes cellules d'eucaryotes inferieurs telles que fes cellules de levure, de 
molslssures et d'animaux, y compris les cellules d'insectes telles que les cellules de Drosophlles ou de 
Lepldomteres; les lignees cellulalres de mammiferes; (es cellules primalres de mammifdres et les Insectes et 
animaux transgenlques. 

II a egalement ete trouve, de maniere Inattendue, que la proteine precurseur gag peut former des particules 5 
qui ressemblent, en grandeur et autres caracteiisllques physiques et en antlgenicite, aux particules gag 
authentlques formees a la surface des cellules humalnes infectees. Durant un cycle d'infectlon retrovirale 
naturelle, II apparaft que la protelne precurseur gag, connue comme p55 dans le cas de HIV, est tout d'abord 
assemblee en particules immatures comprenant de maniere preponderante la protelne gag dans son 
entierete. Ces particules gag peuvent Stre designees comme pre-partlcules de "core" ou comme particules de 10 
noyau non matures. Pendant la maturation virale, le precurseur est clrve en protelnes sousunrtaires connues, 
dans le cas de HIV, comme p17, p24 et p16. Ces particules gag, maintenant constitutes en majeure partle de 
p17, p24 et p16, peuvent §tre mentionnees comme particules de "core - ou particules matures de "core". 
Pendant la maturation virale egalement. apparemment pendant le processus de bourgeonnement, la 
membrane virale se forme autour des particules du "pre-core" ou du "core". Comme le montrent les Examples 15 
cl-apres, le precurseur gag de HIV exprime dans des cellules recombinantes de Lepidopteres en utilisant un 
systeme d'expression Baculovlrus forme en majeure partle des agregats ou des paquets sous forme de 
particules qui ont des proprietes physiques et biologlques et des dimensions similaires a celles du "core" des 
particules de HIV formees naturellement a la surface des cellules humalnes infectees. Les particules de 
Invention comprennent de maniere predominante la protelne precurseur gag (plus de 90 0/0 des protelnes 20 
presentes dans les par ticules. Elles sont reconnues apres un bref traltement avec du Triton X100 par des 
anticorps monoclonaux (MABs) anthp17, MABs anti-p24 et MABs antl-p16 en plus de leur reconnaissance par 
des anticorps polyclonaux anti-gag provenant de sera de patients Infectes. Les particules, parce qu'elies sont 
preparees par techniques d'ADN recombinant comme dealt ici, sont depourvues des fonctions vlrales 
requises pour la maturation et la replication du virus, speclalement de TARN viral et, de preference, egalement 25 
des fonctions de transcriptase inverse. - ' y 

Les cellules eucaryotes recombinantes de Pinvention sont consfruites pour exprimer la protelne precurseur 
gag par introduction dans les cellules de la molecule d'ADN recombinant de I'invention. La molecule d'ADN 
recombinant de I'invention comprend une region codant pour la proteine precurseur gag llee de maniere , 
operatoire a un element de regulation qui fonctlonne dans (es cellules hdtes choisies. Sous un aspect de cette so 
invention, II a ete trouve que d'autres fonctions de HIV ne sont pas requises pour I'expression de la proteine 
precurseur gag et pour la formation de la partlcule ressemblant au 'pre-core'. Les sequences d'ADN codant 
pour d'autres fonctions, p.ex. pour des fonctions d'amplificatlon, fonctions de marqueurs de selection ou de 
maintenance peuvent egalement §tre associees a la molecule d'ADN recombinant de I'invention. 

Une region d'ADN codant pour la protelne precurseur gag peut §tre preparee de n'importe lequel des 35 
differents clones genomiques d'isotat infectieux du virus de I'immunite deficitaire rapportes dans la Iltterature. 
Voir, par exemple Shaw et al.. Science 226 :1165 (1984); Kramer et ai., Science 231 :1580 (1986). 
Alternativement, un clone genomique du virus de I'lmmunite deficitaire peut §tre pr6par6 de virus isoles de 
specimens cliniques par technique de clonage d'ADN standard. Voir, par exemple, Gallo et al., Brevet 
4 520 1 13 des Etats-Unis d'Amerique; Montagnier et al., Brevet 4 708 818 des Etats-Unls d'Amerique. Ayant 40 
clon6 un fragment du genome qui comprend la region codante gag, une region qui code seulement pour le 
precurseur gag peut §tre preparee par restriction de I'ADN de maniere a isoler une portion de la region 
codante de I'ADN et reconstruction des portions restantes par ('utilisation ^oligonucleotides synthetiques, 
comme d§crit dans les Exemples ci-apres. Alternativement, un fragment plus Important comprenant la r6gion 
codante gag ou des sequences addltlonnelles peut §tre coupe par I'utilisation d'exonucleases. Dans un autre 45 
procede altematif encore, I'entleret6 de la region codante peut Stre synthetis6e en utilisant des synthetiseurs 
d'ADN automatises standard par la synthase de fragments de la region codante et en les liant ensemble pour 
former une region codante complete. Bien que I' usage d'une sequence codante depourvue des sequences 
flanquantes naturelles presentes en 5' et en 3'soit prefere, la fusion de la sequence codante a d'autres 
s§quences du virus de I'immunlte deficitaire, p.ex. sequences de la proteine du manteau, n'est pas ecartee so 
des aspects preferes. 

A tltre d'exemple, une region codant pour la proteine pr6curseur gag de HIV a la sequence suivante : 
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1 ATG GGT GCG AGA GCG TCA GTA TTA AGC GGG GGA GAA 3 6 
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Glu 

5 37 TTA GAT CGA TGG GAA AAA ATT CGG TTA AGC CCA GGG 72 
Leu Asp Arg Trp Glu Lys lie Arg Leu Arg Pro Gly 



10 



73 GGA AAG AAA AAA TAT AAA TTA AAA CAT ATA GTA TGG 108 
Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys His He Val Trp 

109 GCA AGC AGG GAG CTA GAA CGA TTC GCA GTT AAT CCT 144 
/5 Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro 

145 GGC CTG TTA GAA AC A TCA GAA GGC TGT AGA CAA ATA 180 
Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Gin He 

20 

181 CTG GGA CAG CTA CAA CCA TCC CTT CAG ACA GGA TCA 216 
Leu Gly Gin Leu Gin Pro Ser Leu Gin Thr Gly Ser 

217 GAA GAA CTT AGA TCA TTA TAT AAT ACA GTA GCA ACC 252 
Glu Glu Leu Arg Ser Leu Tyr Asn Thr Val Ala Thr 

30 253 CTC TAT TGT GTG CAT CAA AGG ATA GAG ATA AAA GAC 288 
Leu Tyr Cys Val His Gin Arg He Glu He Lys Asp 



35 



289 ACC AAG GAA GCT TTA GAC AAG ATA GAG GAA GAG CAA 324 
Thr Lys Glu Ala Leu Asp Lys He Glu Glu Glu Gin 



325 AAC AAA AGT AAC AAA AAA GCA CAG CAA GCA GCA GCT 360 
40 Asn Lys Ser Lys Lys Lys Ala Gin Gin Ala Ala Ala 



45 



50 



55 



361 GAC ACA GGA CAC AGC AGT CAG GTC AGC CAA AAT TAC 39 6 
Asp Thr Gly His Ser Ser Gin Val Ser Gin Asn Tyr 

397 CCT ATA GTG CAG AAC ATC CAG GGG CAA ATG GTA CAT 432 
Pro He Val Gin Asn He Gin Gly Gin Met Val His 

433 CAG GCC ATA TCA CCT AGA ACT TTA AAT GCA TGG GTA 468 
Gin Ala He Sec Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val 

4 67 AAA GTA GTA GAA GAG AAG GCT TTC AGC CCA GAA GTA 504 
Lys Val Val Glu Glu Lys Ala Phe Ser Pro Glu Val 



^ 505 ATA CCC ATG TTT TCA GCA TTA TCA GAA GGA GCC ACC 540 
He Pro Met Phe Ser Ala Leu Ser Glu Gly Ala Thr 



65 
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541 CCA CAA GAT TTA AAC ACC ATG CTA AAC AC A GTG GGG 576 
Pro Gin Asp Leu Ash Thr Met Leu Asn Thr Val Gly 

577 GGA CAT CAA GCA GCC ATG CAA ATG TTA AAA GAG ACC 612 
Glv His Gin Ala Ala Met Gin Met Leu Lys Glu Thr 

613 ATC AAT GAG GAA GCT GCA GAA TGG GAT AGA GTA CAT 648 
He Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His 

649 CCA GTG CAT GCA GGC CCT ATT GCA CCA GGC CAG ATG . 684 
Pro Val His Ala Gly Pro He Ala Pro Gly Gin Met 

685 AGA GAA CCA AGG GGA AGT GAC ATA GCA GGA ACT ACT 720 
Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp He Ala Gly Thr Thr 

721 AGT ACC CTT CAG GAA CAA ATA GGA TGG ATG ACA AAT 756 
Ser Thr Leu Gin Glu Gin He Gly Trp Met Thr Asn 

757 AAT CCA CCT ATC CCA GTA GGA GAA ATT TAT AAA AGA 792 
Asn Pro Pro He Pro Val Gly Glu He Tyr Lys Arg 

793 TGG ATA ATC CTG GGA TTA AAT AAA ATA GTA AGA ATG 828 
Trp He He Leu Gly Leu Asn Lys He Val Arg Met 

829 TAT AGC CCT ACC AGC ATT CTG GAC ATA AGA CAA GGA 864 
Tyr Ser Pro Thr Ser He Leu Asp He Arg Gin Gly 

865 CCA AAA GAA CCT TTT AGA GAC TAT GTA GAC CGG TTC 900 
Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe 

901 TAT AAA ACT CTA AGA GCC GAG CAA GCT TCA CAG GAG 936 
Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gin Ala Ser Gin Glu 

937 GTA AAA AAT TGG ATG ACA GAA ACC TTG TTG GTC CAA 972 
Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gin 
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1405 GCC CCA CCA GAA GAG AGC TTC AGG TCT GGG GTA GAG 1440 
Ala Pro Pro Glu Glu Sec Phe Arg Ser Gly Val Glu 

5 1441 ACA ACA ACT CCC CCT CAG AAG CAG GAG CCG ATA GAC 1476 
Thr Thr The Pro Pro Gin Lys Gin Glu Pro lie Asp 



10 



15 



20 



25 



1477 AAG GAA CTG TAT CCT TTA ACT TCC CTC AGA TCA CTC 1512 
Lys Glu Leu Tyr Pro Leu Thr Ser Leu Arg Ser Leu 

973 AAT GCG AAC CCA GAT TGT AAG ACT ATT TTA AAA GCA 1008 
Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr lie Leu Lys Ala 

1009 TTG GGA CCA GCG GCT ACA CTA GAA GAA ATG ATG ACA 1044 
Leu Gly Pro Ala Ala The Leu Glu Glu Met Met Thr 

1045 GCA TGT CAG GGA GTA GGA GGA CCC GGC CAT AAG GCA 1080 
Ala Cys Gin Gly Val Gly Pro Gly Gly His Lya Ala 

1081 AGA GTT TTG GCT GAA GCA ATG AGC CAA GTA ACA AAT 1116 
Arg Val Leu Ala Glu Ala Met Ser Gin Val Thr Asn 



30 H17 ACA GCT ACC ATA ATG ATG CAG AGA GGC AAT TTT AGG 1152 
Thr Ala The He Met Met Gin Arg Gly Asn Phe Arg 



35 



1153 AAC CAA AGA AAG ATG GTT AAG TGT TTC AAT TGT GGC 1188 
Asn Gin Arg Lys Met Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly 



1189 AAA GAA GGG CAC ACA GCC AGA AAT TGC AGG GCC CCT 1224 
40 Lys Glu Gly His Thr Ala Arg Asn Cys Arg Ala Pro 



45 



50 



1225 AGG AAA AAG GGC TGT TGG AAA TGT GGA AAG GAA GGA 1260 
Arg Lys Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly 

1261 CAC CAA ATG AAA GAT TGT ACT GAG AGA CAG GCT AAT 1296 
His Gin Met Lys Asp Cys Thr Glu Arg Gin Ala Asn 

1297 TTT TTA GGG AAG ATC TGG CCT TCC TAC AAG GGA AGG 1332 
Phe Leu Gly Lys He Trp Pro Ser Tyr Lys Gly Arg 

S5 133 3 CCA GGG AAT TTT CTT CAG AGC AGA CCA GAG CCA ACA 1368 
Pro Gly Asb Phe Leu Gin Ser Arg Pro Glu Pro Thr 

qq 1369 GCC CCA CCA TTT CTT CAG AGC AGA CCA GAG CCA ACA 1404 
Ala Pro Pro Phe Leu Gin Ser Arg Pro Glu Pro Thr 

Un grand nombre de cellules eucaryotes et do systemes depression sont disponibles pour I'expresslon de 
proteines heterologues. Les plus largement utilisees parml eux sont les systemes de mammiferes, Insectes et 
65 levures, blen que I'invention ne leur soit pas limitee. De maniere typlque, ces systemes emploient une 
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molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence codant pour !e gene int6ressant lie de maniere 
op6ratoire k un 6i6ment de regulation, un marqueur de selection et, dans certains cas, des fonctions de 
maintenance comme une origine de r6plication. Un 6l6ment de regulation est une region ou un ensemble de 
regions d'ADN qui comprend les fonctions n6cessaires ou desirables pour la transcription et la traduction. De 
maniere typique, ia region de regulation comprend un promoteur pour fixation de polymerase d'ARN et 5 
initiation de transcription. 

Parmi les cellules d'insectes qui peuvent etre utilisees dans I'inventlon il y a les cellules de Drosophiles et de 
L6pidopt6res. Parmi les cellules de Drosophiles utiles ii y a les cellules S1 , S2, S3 et KC-0 et D. hydel . Voir, par 
exemple, Schneider et al., J. Embryol. Exp. Morph. 27 :353 (1972); Schulz et al, Proc. Natl. Acad. Set. USA 
83:9428 (1986) ; Sinclair et al., Mol. Cell. Biol. 5 :3208 (1985). Les cellules de Drosophiles sont transfect6es par 10 
techniques standard, y compris (a precipitation au phosphate de calcium, la fusion celiulaire, reiectroporatfon 
et la transection virale. Les cellules sont cultiv6es suivant les procedures de culture celiulaire standard dans 
una variete de milieux nitritifs, y compris, p.ex., le milieu M3 qui consists en un ensemble d'acides amines 
essentiels et de sels equiiibres. Voir Undquist, PIS 58 :163 (1982). 

Parmi les promoteurs connus pour etre utiles chez les Drosophiles, il y a tes promoteurs de cellules de 15 
mammiferes aussi bien que les promoteurs de Drosophiles, ces derniers etant pr6f6r6s. Comme exemples de 
promoteurs de DrosophHes utiles II y a le promoteur de metaIlothion6ine de Drosophile, le promoteur de la ; ; , 
proteine de choc thermlque 'heatshock' de 70 kilodaltons (HSP70) et le LTR COPIA. Voir, par exempie, Di 
Nocera et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 :7095 '1983); McGarry et al., Cell 42 :903 (1985). En pratique, une 
cassette d'expression comprenant la sequence codant pour gag et un element de regulation peut etre clone 20 
dans un vecteur de cionage bacterien dans le but de propager PADN avant ia transfection des cellules 
animates. 

Dans les agents prefers de cette invention, le pr6curseur gag de HIV est exprime dans des cellules de 
L6pidopt6res pour produire des particuies gag immunog6niques. Pour ('expression de la proteine precurseur 
gag dans des cellules de L6pidopteres, on pretere utiiiser un systems d'expression Bacutovirus. Dans un tel 25 
systeme, une cassette d'expression comprenant la sequence codant pour gag et reiement de regulation est <r~; 
placee dans un vecteur de cionage standard dans un but de propagation. Le vecteur recombinant est aiors 
cotransfecte dans des cellules de Lepidopteres avec de I'ADN d'un type de Baculovirus sauvage. Les virus 
recombinants resultant de la recombinaison homologue sont aiors s6lectionn6s et purifies sur plaque en 
substance comme d6crit par Summers et al., TAES Bull. NR 1555 , Mai, 1987. 30 

Parmi les cellule; de Lepidopteres utiles, il y a les cellules de Trichloplusia nl , Spodoptera Frugiperda, 
Heliothls zea, Autographlca califomica , Rachiplusla ou , Gallerla melonella , Mandlca Sexta ou autres cellules 
qui peuvent etre infect6es par des Baculovirus, y compris le virus de polyh6drose nucl6aire (VPN), les virus k 
nucl6ocapside unique (VNCU). Les Baculovirus pr6f6r6s sont VPN ou VNCM parce qu'ils contiennent le 
promoteur du gene de polyh6drine qui est fortement exprime dans les cellules infectees. Particull6rement 35 
exemplrtie ci-apres est le virus VNCM de Autographica californica (AcVNCM). Cependant, d'autres virus 
VNCM et VNCU peuvent 6galement etre employes comme le virus du ver k sole, Bombyx mori . Les cellules de 
Lepidopteres sont co-transfect6s avec de I'ADN comprenant la cassette d'expression de I'invention et avec 
I'ADN d'un Baculovirus infectieux par techniques de transfection standard, comme expose plus haut. Les 
cellules sont cultivees suivant les techniques de culture celiulaire standard dans un bon nombre de milieux 40 
nitritifs, y compris, par exemple, TC100 (Gibco Europe; Gardiner et al., J. Irtverteb. Pathol. 25 :363 (1975) 
additlonn6 de 10 Q/b de s6rum foetal de veau (SFV). Voir Miller et al., dans Setiow et al. ed., Genetic 
Engineering : Principles and Methods , Volume 8, New York, Plenum, 1986, pages 277-298. 

La production dans les cellules d'insectes peut 6galement etre effectu6e par infection de larves d'insectes. 
Par exemple, le pr6curseur peut §tre produit dans des chenilles de Trichoplusla nl en continuant k donner 45 
comme nourriture le Baculovirus recombinant avec des traces de Baculovirus de type sauvage et en extrayant 
ensulte le precurseur gag de l'h6molymphe apres environ 2 jours. 

Parmi les promoteurs utilisables dans les cellules de Lepidopteres il y a les promoteurs d'un g6nome de 
Baculovirus. Le promoteur du gene de la polyhedrine est pr6f6r6 parce que la proteine polyhedrine est 
naturellement sur-exprim6e par rapport aux autres proteines de Baculovirus. On prefers le promoteur du gkne 50 
de polyhedrine du virus AcVNCM. Voir Summers et al., TAES Bull. Nr 1555 , Mai 1987; Smith et ai., 
EP-A-127839, Smith et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 :8404 (1985) et Cochran EP-A-228036. 

Pour I'expression dans des cellules de mammif6res, la cassette d'expression est, de la mime maniere, 
cion6e dans un vecteur de cionage et aiors utiiis6e pour transfecter les cellules de mammiferes. Le vecteur 
comprend, de preference, des fonctions ADN additionnelles pour la selection et/ou I'amplification, p.ex. une 55 
cassette de resistance k la n6omycine pour selection G 418. D'autres fonctions, telles que pour 
('augmentation de la transcription peuvent egalement etre employees. D'autres fonctions encore peuvent etre 
comprises dans le vecteur pour une stabillte de la maintenance 6pisomale, si on le d6sire, telles que les 
fonctions de maintenance du virus du papilloma bovin. Le vecteur celiulaire de mammrfere peut egalement etre 
un virus recombinant, comme un recombinant de la vaccine ou d'autre pox virus. Voir, p.ex., Paoietti et al., 60 
brevet 4*603 112 des Etats-Unis d'Am6rique; Paoietti et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. 81 :193 (1984). 

Parmi les cellules de mammiferes qui sont utiles II y a ies cellules de I'ovaire de hamster chinois (CHO), 
NIH3T3, COS-7, CVI, du myeiome de la souris ou du rat, HAK, Vero, HeLa, ies cellules diploldes humaines, 
comme MR05 et WI38 ou les Iign6es cellulaires du lymphone du poulet La transfection et la culture celiulaire 
sont effectues par techniques standard. La production dans les cellules de mammiferes peut egalement etre 65 
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effective par expression dans des animaux transg6niques. Par example, le pr6curseur gag peut etre exprim6 
en utilisant un promoteur de cas6ine et purifte & partir de lait. 

Parmi les promoteurs utiles dans les Iign6es celluiaires de mammif6res ou les cellules piimaJres de 
mammiferes il y a les promoteurs de genes initiaux et tardifs, ie promoteur de la m6tallothlon6ine, les LTR 
5 viraux comme le LTR du sarcome de Rous, le LTR du virus du sarcome de Moloney ou le LTR du virus de la 
tumeur mammalre de la souris (VTMS) ou le promoteur tardif principal de ['adenovirus et les promoteurs 
hybrides comme un virus hybride BK et le promoteur tardif principal d'adenovirus. La region de r6gufation peut 
6galement comprendre des fonctions en aval, comme des fonctions pour rad6nylation ou d'autres fonctions, 
comme des sequences pour amplifier la transcription. 

10 Parmi les levures qui peuvent §tre employees dans la mise en pratique de I'invention il y a cedes des genres 
Hansenula , Pichla, Kluveromyces , Schlzosaccharomyces , Candida et Saccharomyces . La levure hdte pr6f6r6e 
est le Saccharomyces cerevislae . Parmi les promoteurs utiles, il y a le promoteur inducible de cuivre (CUPI), 
les promoteurs de genes glycolytiques, p.ex. TDH3, PGK et ADH, et les promoteurs PH05 et ARG3. Voir, par 
exemple, Miyanohara et al.. Proc. Natl. Acad, Scl. USA 80 :1 (1983), Melloretal, Gene 24 :1 (1983); Hitzemannet 

15 al., Science 219 :620 (1983); Cabezon et al, Proc. Natl. Acad. Scl. USA 81 :6594 (1984). 

Dans le cas de particules de proline pr6curseur gag produites suivant cette invention, il est entendu que, 
bien qu'on pn&fere des particules comprenant le pr6curseur gag, on peut 6galement preparer des particules 
contenant des derives du pr6curseur gag natif . Par exemple, un ou plusieurs nucleotides ou acides amines 
indiques dans la sequence ci-dessus peuvent etre supprimes, substitu6s ou ajoutfes sans affecter 

20 detavorablement de mantere sensible la r6activite lmmunog6nique croisee avec mes epitopes gag 
authentiques. En d'autres termes, de tels d6riv6s peuvent etre immunologiquement similaires & des particules 
gag authentiques. De tels derives, bien qu'ils puissent comprendre des acides amines provenant d'autres 
regions, y compris des regions immunog^niques du g6nome de HIV, n'encodent pas d'autres fonctions de 
HIV, comme la fonction protease de la region pol ou la fonction transcriptase inverse. De plus, de tels d6riv6s 

25 retiennent la faculty de former des particules en culture de cellules d'insectes comme il est d§crit rci. Dans ce k 
cas, il est & la port6e de I'homme du metier de preparer des particules gag qui comprennent des prot6ines 
hybrides ayant un ou plusieurs Epitopes suppl6mentaires aux Epitopes gag. De tels epitopes suppiementaires 
peuvent etre d'origine HIV ou d6riv6s d'autres organismes pathogenes, p.ex. virus de I'h6patite B ou virus de 
I'herpes. 

30 La proline pr6curseur gag est exprim§e dans la forme H6e a la membrane (particules et amas de particules 
enrob6es de membranes). Elle est iso!6e du milieu conditionn6 par techniques standard d'isoiement et 
purification des proteines. On peut ajouter des detergents afin de Iib6rer la proteine du materiel mem branaire 
de la cellule, Aprfcs traitement avec un detergent, p.ex. du Triton X100, un Tween ou du sulfate de dod6cyl 
sodium (SDS), la proline ou les particules peuvent etre purifiees par une s6rie d'6tapes d 'ultrafiltration, 

35 Stapes d'ultracentrifugation, precipitation selective avec, p.ex. du sulfate d'ammonium ou PEG, gradient de 
densite, centrifugation dans CsCI ou gradient de saccharose et/ou stades chromatographiques comme 
chromatographie d'affinite, chromatographie d'immunoaffinite, HPLC, HPLC en phase invers6e, 6change 
cationique ou anionique, chromatographie d'exclusion de dimension et Realisation iso6lectrique preparative. 
Pendant ou apres purification, la proteine ou les particules peuvent etre traitees p.ex. avec du formaldehyde, 

40 du glutarald6hyde ou du NAE pour augmenter la stabiiite ou rimmunog6nicite. A la vue de la decouverte 
decrite id que le pr6curseur gag peut former des particules immunogenes en absence d'autres fonctions 
virales, on croit que, lorsque le precurseur gag est exprim6 et purrfie sous forme non-particulaire, il peut 
causer la formation de particules in vitro, comme il a 6t6 montr6 que e'est le cas pour I'antigene de surface de 
I'hepatite B aprds expression dans la levure. Voir, p.ex., EP-A-1 35435. De telles particules de proteine 

45 precurseur gag sont comprises dans la port6e de cette invention. 

La proteine precurseur gag de HIV et les particules produites suivant cette invention sont utiles comme 
agents de diagnostic pour la detection d'une exposition £ HIV. La proteine et les particules sont egaiement 
utiles dans des vaccins pour la prevention de ('infection ou pour ('inhibition ou la prevention d'une progression 
de ia maiadie. 

50 Les exemples qui suivent sont illustratifs mais non limitatifs de I'invention. Les enzymes de restric tion et 
autres agents ont 6t6 utilises en substance en suivant les instructions des vendeurs. 



Exemples 

55 

Exemple 1. Construction du Vecteur 

PRIT12982 (DT 12-16) est un vecteur qui comprend une sequence de 1305 paires de bases (pb) codant pour 
la region N-terminale de la proteine pr6curseur gag. II a 6t6 prepare par ligation d'un fragment Clal-BgHI de la 
60 region codant pour la proteine precurseur gag d6riv6e d'un clone g6nomique de HIV (Shaw et al. Science 
226:1165 (1984) avec un oligonucleotide synth6tique ayant la sequence codante N-terminale de la proteine 
precurseur gag. L'oligonuc!6otide a la sequence : 



65 
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5' C ATG GGT GOT AGA GCT TCC GTG TTG TCC GGT GGT GAA TTG GAT 3' 
CCA CGA TCT CGA AGG CAC AAC AGG CCA CCA CTT AAC CTA GC 
Ncol Clal 

pRIT12983 est un vecteur qui comprend une region de 250 pb qui code pour la portion C-terminale de la 
proteine precurseur gag. II a 6te prepare par ligation d'un fragment Bglll-Maelll de la region codant pour ie 
precurseur gag derivee d'un clone genomique de HIV avec un oligonucleotide synthetique ayant la sequence 
codante C-terminale de la proteine precurseur gag. ^oligonucleotide a la sequence : 

STOP 

5* G RCA CAA TAA AGA TAG GAT CC 3' 

TT ATT TCT ATC CTA GGA GCT 
Maelll Xhol 
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Le fragment BamHI (Ncol)-Bgl II de 1305 paires de bases (pb) a ete lie au fragment Bglll-TAA-BamHI-Xhol de 
250 pb provenant de pRIT 12983 dans pUC12 qui avait ete prealablement coupe avec BamHI et Sail. Le 
plasmide resultant, identifie comme pRIT13001 contient par consequent rentierete de la region codant pouria 
proteine precurseur gag sur une cassette BamHI(Ncol)-BamHi. 

Un vecteur depression de baculovirus a ete pr6pare en inserant le fragment BamHI provenant de 25 
pRIT13001 au site BamHI de pAC373. Voir Smith et al. ( Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 :8404 (1985). pAC373 est 
un vecteur de transfert de Baculovirus contenant un gene de polyhedrine modifie dans lequel un gene 
etranger peut etre clone a un site BamHI et exprime sous le contrdle du fort promoteur de la polyhedrine. Voir 
Summers et al., Texas Agricultural Exp. Station Bulletin NR 1555 (Mai 1987). Un derive du plasmide pAC373 
ayant une petite deletion loin en amont du promoteur de ia polyhedrine a 6galement ete utilise comme vecteur 30 
depression. La I6gere modification ne s'est pas averee affecter in vitro I'expression ou le developpement du 
virus recombinant. L'insertion de la sequence codant pour gag dans ie vecteur de Baculovirus a eu pour 
resultat le plasmide pRIT13003. 

Un vecteur d'expression de cellule de mammifere a ete prepare par ligation du fragment BamHI de 
pRIT13001 en aval du promoteur tardif de SV40 dans pSV529 (Gheysen et al., J.Mol. Appl. Genet 1 :384 (1982). 35 
Ce vecteur est identifie comme pRIT13002. 

Un vecteur d'expression de levure a ete prepare comme suit. Un fragment Ncol-Bglll a ete isole de 
pRIT12982 et insere dans un plasmide de levure en aval du promoteur ARG3 (voir Cabezon et a!., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 81 :6594 (1984) pour donner naissance au vecteur pRIT12984 (DT14-20). La portion C-terminale 
de la proteine precurseur gag a ete isolee de pRIT12983 sous forme d'un fragment Bglll-BamHI et a ete insere 40 
au site Bglll de pRIT12984 pour donner le vecteur de levure pRIT12985 (DT16-26). pRfT12985 comprend done 
une sequence codant pour I'entierete du precurseur gag, depourvue d'autres sequences de HIV, liee de 
maniere operatoire au promoteur ARG3. De plus, il comprend les fonctions de replication provenant du 
vecteur de 2 microns de la levure et le gene URA3 comme marqueur de selection. 

45 

Exemple 2. Expression dans ies cellules d'insectes. 

Des Baculovirus recombinants transfectes avec pRIT13003 ont ete prepares en substance comme decrit 
par Summers et al., TAES Bull. NR 1555 , Mai 1987, cite plus haul 

Des cellules de Spodoptera frugiperda (s.f.) ont et6 co-transfectees avec respectlvement 1 yg de 
Baculovirus AC VNCM de type sauvage (ts) et 50 ug de plasmide pRIT13003. Les particules de virus 50 
resultantes ont et6 obtenues en recueiilant les surnageants. Les milieux contenant les virus ont ete utilises 
pour infecter des cellules de S.f. dans un test sur plaque. Une infection subsequente de cellules de S.f. en 
utiiisant les particules vlrales qui comprennent a la fois de I'ADN de AcNPV et de I'ADN recombine avec I'ADN 
encodant la proteine precurseur gag p55 a donne des cellules exprimant la proline gag p55 au lieu de la 
proteine polyhedrine. 55 

Les "plaques claires" (frequence 0,1 - 0.01 <Vo) obtenues dans I'essai sur plaque ont ensuite ete criblees par 
hybridation sur fiitre avec une sonde specifique pour gag. Les plaques qui s'hybridaient a la sonde gag ont 6t6 
enreglstrees et ensuite purifi6es (sur plaque) (2-3 fois) avant de g6nerer un stock de virus; le stock de virus a 
alors ete teste par ELISA. Des cellules de S.f. ont alors ete Infectees avec ces stocks de virus contenant du 
gag recombinant a un facteur de multiplied defection (FMI) de 1-10 et, apres 24 hres, 48hres, 3 jours et 5 60 
jours, des aliquo tes de milieu conditionne (surnageant) et/ou de cellules ont ete traitees avec du Triton X100 
jusqu'a concentration finale de 1 o/o et testees. 

La proteine precurseur gag synthetisee dans les cellules d'lnsecte Infectees a ete observee dans des 
"Western blots" en utiiisant des anticorps poiycionaux p55 ou de I'antlserum provenant d'un pool de patients 
SIDA (Zaire). Une bande predominate a un polds moleculaire (PM) de 54 kilodaltons (kd) a ete observee avec 65 
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tous les sera testes et avec les antisera polyclonaux de p55. Une bande a un PM de 54 kd a egalement ete 
detectee en testant du milieu conditionne apres 48 heures, 3 jours et 5 jours. Des bandes a un PM de 49 kd et 
a un PM de 47 kd (mineure) et une bande a un PM de 30 kd ont pu egalement §tre detectee lors de I'anafyse 
des extraits cellulaires. Cette demiere bande avec un PM de 30 kd n'est detectee qu'avec les anticorps 
5 polyclonaux de p65 et pas avec le serum de personnes infect6es par le SIDA. II a et6 observe que au molns 10 
fois plus d'"epitopes p55° etaient exprtmes dans les cellules de S.f. que dans des cellules Molt infectees avec 
HIV (Moft/HTLV-lll) et environ 80 fois plus d ,B epitopes° p55 etaient presents dans le milieu conditionne de 
cellules de S.f. infectees avec un virus a gag recombinant que dans le milieu conditionne de cellules 
Molt/HTLV-lll. 

10 Dans ('experimentation d'un second essai, rultracentrifugation (100.000 x g, 1 hre) des milieux conditionnes 
(2 ml a 200 ml) de 48 heures, 3 jours et 5 jours a fourni un petit culot qui a ete analyse sur gels de SDS et qui a 
egalement ete analyse par fmmuno-transfert. Une bande a un PM de 55 kd a ete reconnue avec des anticorps 
specrfiques contre p17, p24 et p55. On n'a pu detecter que de tres faibles quantites de produit degrade k un 
PM 49-56. Sur gels teintes de Coomassie, on a pu voir une bande a 55 kd qui etait pure a 20-80 <Vo. Cette bande 

15 correspondait a celle observee sur rimmunoblot" et etait reconnue par des anticorps ant! polypeptides p17, 
p24 et p55. 

Dans ('experimentation d'un troisieme essai, la centrifugation ( 1ml) des milieux conditionnes de 48 
heures, 3 jours et 5 jours, dans une mlcrofuge a 12000 tpm pendant 5 a 20 minutes, a produit une bande sur 
gels de SDS a un PM de 55 kd qui etait caracteristique pour le precurseur gag p55 de HIV comme revele par 
20 des anticorps contre les polypeptides p1 7, p24 et p55 par comparaison avec la bande a 55 kd du lysat cellulaire 
de HIV (Molt/HTLV-lll). 

Dans ('experimentation d'un quatrieme essai, des milieux conditionnes de 3 jours et de 5 jours (150 ml a 1 
litre, contenant 1 ug/ml d'aprotinine qui avait et6 ajoutee 24 heures apres infection et 6galement au moment 
de la recolte) ont ete traites d'abord par addition de Tween 20 jusqu'a une concentration finale de 0,01 °A>. On y 

25 a aloreajbute une solution de polyethyldne glycol, PM 6 kd, (PEG6000) (40 Q/o p/v dans NaCI 2M) Jusqu'A 
concentration finale de10 <Vo ou 5 °/o. Apres 4 heures k 0° C, de preference, apres une nuit k 4° C, ce precipite 
a ete centrifuge k 5000 tpm pendant 10 minutes k 4° C. Les granules de PEG ont alors ete repris dans 200 uJ 
jusqu'a 1 ml de tampon HBS (Hanks balance en sels, Flow Laboratories, 18-102-54) contenant 0,1 o/o de Tween 
20 et centrifuges en gradient de saccharose (20 <Vb - 60 <Vb dans du tampon HBS, 0,1 <Vb de Tween 20£ 4° C 

30 contenant 10 uJ d'aprotinine, Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA) pendant environ 35minutes k 
50.000 tpm dans un rotor Beckman TLA100 (Beckman Instruments, Fullerton, California, USA) a 4° C ou 
pendant 18 heures environ k 25000 tpm dans un rotor Beckman SW41 a 4° C. On a recueilli des frac tlons de, 
respectivement, 0,2 a 0,5 ml de la zone d'environ 40 50 <Vo de saccharose; ces fractions ont ete congelees k 
-20° C et testees soit avec une prise d'antigene specifique pour test EUSA comme de I'antiserum biotinyle 

35 -24/lg SIDA ou antiserum SIDA/Ig de noyau de POD (HIV-1 anticore EIA, Abbott Laboratories). Un pic OD 
EUSA a ete detecte, montrant que, sur gradients de saccharose, la proteine gag p55 migralt sous forme de 
particules ou de "structures agglomerees". Les fraction des pics et les fractions voisines ont ete 
immunotransferees et revelees avec des anticorps p17, p24 ou p55. Une bande principals a PM de 55 kd dans 
les gels SDS-reducteurs a ete detectee, correspondent a la proteine precurseur gag p55 par comparaison 

40 avec un extrait de cellules Molt.HILV-III preparees, en substance, comme decrit plus haut. 

Dans I'experimentation d'un cinquieme essai, un precipite obtenu avec 5 °/o de PEG6000 a ete prepare, en 
substance, comme decrit pour ('experimentation d'un quatrieme essai au depart de 150 ml d'une culture de 
S.f. qui avait ete co-infectee avec le Baculovirus recombinant contenant le precurseur gag et avec un 
Baculovirus qui exprimait la proteine de manteau de HIV a un FMI de 3 k 5. Les granule de PEG6000 ont ete 

45 repris dans 200 ui de tampon HBS contenant 0,1 % de Tween 20. Apres centrifugation a 15000 x g pendant 1 
min., le surnageant a ete melange a 1 1 ,5 ml d'une solution de CsC1 1 ,5 M (0,3 volume de tampon HBS, 1 0mM de 
Tris-HCI (pH 8,0), de tetraacetate d'ethylenediamine (EDTA) 1 mM, de Tween 20 k 0,1 Wo et 10 u,g/ml 
d'aprotinine. Cette suspension a ete centrifugee dans un rotor Beckman 50TI pendant environ 72 hres 444.000 
tpm k 18°. Des fractions de 300 uJ chacune ont ete recuelllies, congelees k -20° C testees avec une prise 

SO d'antigene specifique pour test EUSA (HIV anti core EIA). Des bandes k des densltes d'environ 1,28 et 1,20 
g/cm 3 ont ete notees, la particule ressemblant au "core" ayant apparemment une densit6 de 1,28 g/cm 3 . 

La microscopie electronique a confirms la presence de particules ressemblant au "pre-core" (et core) dans 
le milieu conditionn6. La microscopie electronique a balayage a revele des particules qui, apparemment, 
bourgeonnaient k la surface des cellules. La microscopie electronique par transmission immuno-or a revele 

55 des particules qui etaient reconnues par les anticorps p24 et p55. De m§me, les epitopes p17, p24 et p55 
etaient reconnues par marquage "immuno-or" apres un court traitement de particules purifiees avec du Triton 
X100, dans des preparations pour microscopie electronique. Les particules etaient approxlmativement 
spheriques avec un diametre d'environ 100 - 150 nm. Les particules manlfestent des centres transparents aux 
electrons entoures d'un anneau opaque et une membrane exterieure et paralssent avoir la majorite des 

60 epitopes p17, p24 et p55 a la surface interne des particules. 

C'est pourquoi cet exempie demontre I'expression de p55 et la formation par bourgeonnement de 
particules ressemblant au °pre-core° (et ressemblant au 'core") de HIV comprenant la proteine precurseur 
gag du virus de I'immunlte deficitalre. Les particules comprennent de maniere preponderante (plus de 90% du 
contenu proteinique total) I'entierete de la proteine precurseur gag et sont formees en absence de sequences 

65 d'ADN d'origine virale autres que la sequence du precurseur gag et, des lors, en absence d'autres fonctions 
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virales comma la protease et fa transcriptase inverse du retrovirus. 

Pour d6montrer que la proteine precurseur gag de HIV produite dans des cellules de S.f . est efficacement 
myristytee, 3 x 10 6 cellules dans un flacon F de 25 cm 2 ont ete marqu6es k AS heures post infection avec 500 
uCi d'acide myrlstique NET-830 (Dupont, Wilmington, Delaware, USA) pendant 18 heures apres avoir 6t6 
infectees avec des bacuiovirus contenant gag p55 k un facteur de multiplicity d'infection (FMI) de 5. 5 
Subsequemment, le milieu conditionne et les cellules ont ete traites s6par6ment pour effectuer un "Western 
blot" et une radioautographie sur get de SDS. Le milieu conditionnd montrait une bande principale a 55 kd qui a 
6galement 6te reconnue comme precurseur gag dans les "western blots" comme I'ont rev6!6 des anticorps 
contre p17, p24 et p55. Deux autres bandes marquees moins importantes ont 6t6 detectees k des PM de 
49-46-47 kd et ont ete reconnues speclfiquement par le meme groupe d'anticorps (p17, p24, p55) dans le 10 
"western blot". Des iysats cellulaires prepares dans du Triton X100 a 1 <Vo et congeles a -20° C ont montre 
respectivement par radioautographie du ge! de Laemli k 12,5 °/o et "western biot" une bande a 55 kd (et une 
bande mineure a 58 kd qui, apparemment, correspondait a un changement du phase de traduction, comme 
d6crit pour le genome gag du virus r6troviral HIV-1 et des bandes plus marques k des PM 49-47-46 et des 
produits de degradation k des PM de 30-27 kd et ces dernieres bandes n'etaient pas radioactfves (ne 15 
contenant pas d'acide myrlstique). 

Exemple 3. Expression dans les cellules de mammtferes 

Le plasm Ide pRIT13002 a et6 introdutt, pour la technique de co-precipitation au phosphate de calcium 
(Wigler et al., Cell 16 :777 (1979), dans des cellules Cosl et CV1. A 48 hres et 110 hres apres Infection, les 20 
cellules et le milieu de culture ont ete testes en utilisant un EUSA specifique pour I'expression de I'antigene 
gag. Des extraits cellulaires (10 s cellules) ont ete ajustes k une concentration de 1 <Vb en Trl ton X100 ou 0,5 o/o 
DOC-NP40. L'antigene p55 a 6te detecte par EUSA, impliquant des anticorps polyclonaux et monoclonaux 
contre p17. p24 ou p55 ou en utilisant le test RIA de Dupont (NEK-040) impliquant une competition avec le 
peptide p24 purffie. Les niveaux d'expression obtenus etaient entre 4 et 1 0 ng/ml comme le montre le test RIA 25 
de Dupont de p24. -v* 

Exemple 4. Expression dans des cellules de levure 

Le plasmide pRIT12985 a ete introduit dans la souche 02276b (ura3~ durO h rod - ) de S. cerevisiae . Les 
antigenes p55 ont ete detectes dans des extraits de levure (cellules en phase log-moyenne, brisees en 30 
utilisant des billes de verre ou de la zymolyase. Le precurseur gagp55 a ete detects en utilisant les tests EUSA 
impliquant des anticorps polyclonaux et monoclonaux contre le peptide p24 ou en utilisant le test radioimmun 
(RIA) de Dupont impliquant une competition avec le peptide p24 purifle. 

La proteine p55 synth6tis6e dans S. cerevisiae a 6t6 observee dans des "Western blots" en utilisant des 
anticorps monoclonaux specifiques pour p17 ou p24 et elle avait un poids moleculaire similaire k celui de 35 
I'antigene p55 obtenu de cellules infectees par HIV. 

Lorsque des extraits cellulaires ont 6t6 obtenus en absence de detergents, une fraction importante de 
I'antigene 6tait retenu dans le culot apres centrifugation. Cette fraction d'antigene a ete largement recuperee 
en utilisant du Triton X100. L'utllisation de detergents pendant ou apres extraction augmentait I'antigenicite 
comme I'ont montre les RIA. Par marquage avec de I'acide myristique triti6, le precurseur gag produit dans la 40 
levure s'est revgle myristyie et, apparemment, il etait associe avec la membrane plasmatique de la cellule, 
comme le montre I'observation de coupes de levures au le microscope electronique (immuno-or). 

Les Examples ci-dessus d6montrent ('expression de la proteine precurseur gag dans une culture de 
cellules eucaryotes et la formation de particules ressemblant au "pr6-core" du virus de I'immunite d6ficitaire k 
la surface des cellules de Lepidopteres en utilisant un systeme d'expression Bacuiovirus. La proteine et/ou les 45 
particules ainsi prepar6es et purifiees et mises en formulation de vaccin pour administration parenteraie k des 
humains en danger d'exposition k HIV, en vue de proteger les vaccines de I'apparition de symptdmes de 
maladie associee k une infection par HIV. Chaque dose de vaccin comprend une quantite de proteine ou de 
particules qui est sans danger, c&d qui ne cause pas d'effets secondalres significatifs mais qui est efficace 
pour I'inductlon d'une r6ponse immunitaire. Par exemple, chaque dose comprend de 1 k 1000 u,g, de 50 
preference 10 k 500 u.g, de proline precurseur gag ou de particules dans un support pharmaceutiquement 
acceptable, p.ex. une solution aqueuse tamponn6e k un pH d'environ 5 k 9, de preference de pH 6 k 6. Le 
vaccin peut egalement comprendre un adjuvant, p.ex. de I'hydroxyde d'aluminium, un muramyl dipeptide ou 
une saponine comme le Quil A. Parmi les tampons utiles, il y a les tampons derives de cations sodium ou 
ammonium et les anions acetate, citrate, phosphate ou glutamate. Pour ajuster nsotonicite ou pour stabiliser 55 
la formulation, on peut utiliser d'autres supports ou diluants pharmaceutiquement acceptables, p.ex. du 
chlorure de sodium, du glucose, du mannitol, de I'albumlne ou du polyethylene glycol. Le vaccin peut §tre 
lyophflise pour la commodite du stockage et de la manipulation. Un tel vaccin est reconstitu6 avant 
administration. Altemativement, la proteine gag ou la particule peut §tre formu!6e en liposomes ou en ISCOMS 
par techniques connues. Une dose de vaccin exemplative comprend 100 ug de particules gag adsorb6es sur 60 
hydroxyde d'aluminium dans de I'eau tamponnee k pH 7 avec de Pacetate de sodium. 

Dans une forme alternative de I'inventlon, la proteine ou particule gag est m6lang6e k un ou plusieurs autres 
antigenes par co-expression dans la mSme culture cellulaire ou par co-formulation. De tels autres antigenes 
peuvent §tre d'autres antigenes de HIV, p.ex. des antigenes derives de la proteine d'enveloppe, gp160 ou 
gp120 ou peuvent §tre des antigenes derives d'un ou plusieurs autres organlsmes, cellules ou virus 65 
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pathogenes, comme I'antigene de surface de I'hepatfte B, pour conferer une protection contre le virus de 
I'hepatite B ou des antigenes derives de la glycoproteine du virus de I'Herpes pour conferer une protection 
contre le virus de ('Herpes. 
De preference, le vaccin est administre par vole parenterale, p.ex. intramusculaire (im) ou souscutanee (sc) 
5 bien que d'autres voies d'administration pulssent §tre utiles pour eiiciter une reponse protective. Le vaccin est 
administre en dose unique ou doses multiples, p.ex. 2 a 4. L'immunoprotection peut etre constatee en testant 
les taux d'anticorps s6riques anti-gag. Ensuite, les vaccines peuvent £tre vaccines suivant la necessite, p.ex. 
annuellement. 

Comme reactif de diagnostic, la proteine ou les particules gag peuvent etre utilisees dans tout test de 
10 diagnostic standard, comme un EUSA ou RIA, pour detecter la presence d'anticorps anti-HIV dans des 
echantillons clinlques. Un tel diagnostic peut etre utilis6 conjointement avec d'autres antigenes de HIV pour 
contr6ler la progression de la maladie. L'utilisation de la proteine ou particule gag comme agent de diagnostic 
impiiquera generalement la mise en contact d'un echantillon de serum humain ou d'un animal ou d'un autre 
fluide du corps avec la proteine ou la particule, de preference iiee ou autrement fixee ou englobee et ensuite le 
15 test de fixation d'anticorps anti-gag du serum ou autre echantillon contre la proteine ou les particules gag. Un 
tel test peut §tre realise par techniques standardly compris en quantifiant ia fixation d'anticorps anti-gag 
marques subsequemment ajoutes. 

La description et les exemples ci-dessus decrivent completement ['invention et ses formes preferees de 
realisation. L'invention n'est cependant pas limitee aux formes de realisation specifiquement decrites ici mals, 
%) plutdt, comme toutes ses ameliorations, variations et modifications qui tombent dans la portee des 
revendications qui suivent. 

Exemple 5. Construction et Expression d'un Gene Pr55 gag mute 
Afin d'examiner le role potentiel de la N-myristylation dans I'assemblage et la formation de particules GAG 

25 extracellulaires, on a construit un mutant presentant undeletion du codon glycine (position 2). Dans ce but, 
on a substitue un linker oligonucleotidique syn3 synthetique au fragment BamHI-Clal dans pRIT12982 (voir 
Exemple 1 ) . Syn3 encode les acides amines N-terminaux d'origine de ia proteine GAG sauf en ce qui conceme 
le second codon glycine qui est supprime. Cette cassette d'expression du mutant PrS5** a ete sous-clonee 
au site BamHI du vecteur d'expression baculo pAcYMI et on a obtenu des plaques recombinantes qui ont ete 

30 selectibnnees essentiellement comme decrit dans I'Exemple 1. Le virus recombinant AcGag 31-18 qui 
contient la mutation (deletion du codon glycine) du gene gag a ete utilise pour infecter des cellules S.f. La 
proteine precurseur GAG a 6te synth6tisee de maniere efficace (test EUSA). Un marquage metabolique avec 
de I'acide 3 H-myristique, essentiellement comme decrit dans I'Exemple 2 n'a revete aucune incorporation, ce 
qui confirme que la suppression de la glycine N-terminale est suffisante pour abroger la myristylation de la 

35 proteine precurseur GAG. L'analyse des extraits cellulaires par Western blot (voir Exemple 1) a montre une 
bande predominate de 55 kd et des produrts de degradation de poids moleculaires Inferieurs. Les especes 
protefques revelees par Western blot sont les mimes que dans le cas de la proteine PrSS 8 * 0 de type sauvage 
exprimee dans les cellules S.f. Cependant, jusqu'au Jour 2 post-infection, ia proteine mutee (deletion de la 
glycine) n'a pu etre detectee dans le milieu de culture, par precipitation au PEG ou par uttracentrifugation, 

40 contrairement a ce qui avait §te observe avec Pr55** myristylee. U proteine PrSo^ 80 mutee a done ete 
d6tectee seulement dans les cellules infectees. Le processus de myristylation semble done requis pour la 
liberation extracellulaire du produit PnSo^^. La microscopie §lectronique par baiayage a revele que la surface 
de la cellule etait assez lisse et ne montrait pas de particules. La microscopie electronique par transmission, 
sur coupes minces immunodecorees des cellules Infectees avec du virus recombinant Ac gag 31-18 (Myr) 

45 (24, 48 et 66 heures p.i.) a revete que la proteine GAG nonmyristylee etait exprimee de maniere efficace, qu'elle 
se dispersait dans le cytoplasms et dans le noyau. Des particules intracelluiaires ou structures particulars 
morphologiquement differentes des particules extracellulaires obtenues avec le recombinant gag myristyle 
(AcGag7) ont ete observees. Elies montrent une double structure annulalre opaque aux §lectrons et ne 
contiennent pas de double couche lipidique derivee de la membrane cellulalre. A la membrane cellulaire on n'a 

50 pas observe de proteine GAG et on n'a observe aucune structure bourgeonnante. 

Ces resultats demontrent que la myristylation des precurseurs GAG semble requlse pour leur localisation a 
la membrane plasmatique, pour le bourgeonnement et pour la liberation de particules extracellulaires. La 
myristylation ne paraJt cependant pas requise pour I'assemblage multimerique en particules PrS^. 
L'accumulation de PrSo^ non-myristyle dans le noyau (et les nucleoies) est un phenomene assez surprenant. 

55 Dans plusieurs proteines on a identifie des sequences signal specifiques (signaux karyophiliques). Dans la 
sequence des acides amines GAG on a trouve deux sequences putatives de ce genre. Une sequence 
karyophilique (ceile qui est la plus N-terminale) est fortement conservee entre HIV-1, HIV-2 et SIV. Ces 
sequences pourraient §tre des signaux karyophiliques fonctionnels ou accessibles seulement en absence 
d'acide myristique. 

60 La migration nucleaire des produits GAG non-myristyles pourrait jouer un rdle dans la morphogenese, p.ex. 
pour I'encapsldation de TARN genomique. Une fonction dans I'infection naturelle par HIV est egaiement 
envisageable. II faudrait pour cela que les virions infectieux contiennent au molns une molecule GAG non 
myristilee. II se pourrait egaiement que lorsque le virion infecte une cellule, et qu'il alt 6te debarrasse de son 
manteau, II y ait demyristylation et transport vers le noyau de complexes GAG-RNA/DNA (pour formation du 

65 provirus integre dans les chromosomes). 
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Exemple 6. Construction et expression d'une proteine pr6curseur PrSS 588 tronquee 
Pour examiner le rdie de p16 (C-terminus) de la proteine precurseur GAG et HIV on construit un gene 

tronque qui encode seulement la partie precurseur p17-p24 de GAG. 
Le fragment BamHI-Cfri de GAG de pRIT13003 a ete purifie et lie a la sequence oligonucleotidique 5 

synthetique 

5 1 GGC CAT AAG GCA AGA GTT TTA GTT AGT TAG 3' 

3' TA TTC CGT TCT CAA AAT CAA TCA ATC CTA G 5 1 » 



Le fragment resultant a ete purifie sur gel et clone au site BamHI de pAcYMi. Cette sequence linker contient 
I'acide amine C-terminal de la p24 (BH10; aa 363 Ratner et al.) et deux acides amines supptementaires (valine 
et serine). Le plasmide recombinant pAc Cfr I (p17-p24) a ete utilise pour co-transfecter das cellules S.f. avec 15 
de I'ADN wt de AcMNPV, essentiellement comme decrit plus haut (voir Exemple 1). Les plaques 
recombinantes ont ete criblees comme decrit dans I'Exemple 1. 

Un virus Ac Cfr! recombinant a ete utilise pour infecter des cellules S.f. Un polypeptide GAG tronque a ete 
detecte au poids moleculaire attendu de 41 Kd : il reagissait (Western blot) avec les monoclonaux p17 et 24. Le 
produit p17-24 etait, de maniere predominate, exprime a Pinterieur des cellules mals on a pu detecter une 20 
petite quantite de produit p17-24 extraceilulaire lors de ('analyse du milieu conditionne. Une precipitation au 
PEG et une ultracentrifugation du milieu de culture des cellules Infectees par AcCfrl n'a "pas permls de 
detecter de proteine p17-24. L'analyse au microscope electronique n'a montre aucune evidence de 
bourgeon nement ou de particules GAG extracellulaires. De grandes protuberances de 1-4 ujti de longueur en 
forme de structures tubulalres connectees longitudinalement a la surface de la membrane cellulaire ont pu 25 
; 6tre detectees au debut de I'infection. Un marquage immuno-or a montre que la proteine GAG (p17-24) 
^tronquee etait locaiisee a la membrane cellulaire et a la peripheric de ces extensions tubulaires rhais on n'a pas 
pu detecter de structures "annulaires 0 opaques aux electrons, typiques de la particule PrSS 3 * 0 . Ces resultats 
suggerent qu'au moins une partie du polypeptide p16 est necessaire pour ('assemblage correct de la particule. 

Le motif "Zn finger(?)" est peut-etre essentiel pour {'assemblage correct de molecules PrS&^s en particules 30 
bourgeonnantes. Un mutant de la cassette Cfrt (p17-p24 non myrystyle) comportant une delation du codon 
glycine (position 2) a ete construit en echangeant le fragment EcoRV-Pstl de 669 pb de la cassette codant 
pour PrSS^o non-myristyle (de pAcGag 31-38) avec le long fragment EcoRV-Pstl de ± 9400 pb de pAc Cfrl. 

La proteine p17p24 non myristylee est efficacement produite mais ne donne pas lieu a la formation de 
protuberances membranaires. L'Immunodecoration des coupes de cellules montre qu'elle est disseminee a 35 
I'lnterieur de celles-ci. 

Exemple 7. Construction et expression d'un gene gagpol et maturation des polypeptides produits 

Pour exprimer les produits GAG-POL, on a introduit la plus grande partie (± 80 Wo) du gene pol dans le 
vecteur de transfert de baculovirus portant la cassette d'expression de PnSS 880 (pRIT13003). Le fragment 40 
d'ADN portant le gene pol est un fragment de restriction (clone BH10) de Bglll (2093)-EcoRI (4681). Un 
fragment d'ADN synthetique (poly-stop) 

5 1 AAT TCC TAA CTA ACT AAG 3' 

45 

3 1 GGA TTG AT TGA TTC CTA G 5' 

a ete ajoute au site EcoRI. 

Le plasmide de transfert de baculovirus resultant, LE-8-4, a ete employe dans une experience de 
cotransfectlon pour generer des plaques recombinantes, essentiellement comme decrit dans i'Exemple 1. 50 

Avec cette construction recombinante, on s'attend a la production de prSS^ 9 aussi bien que du produit 
GAG-POL resultant du changement de phase de lecture HIV specifique, lesquels seront ensuite matures par la 
protease (voir Kramer et al., 1985). 

Dans le milieu de culture des cellules S.f. infectees par un tel virus recombinant vAcGag8-6 on n'a detecte 
aucun produit gag ou gag-pol lorsque le milieu conditionne a ete analyse par Western blot ou apres 55 
precipitation au PEG. 

Cependant, les extraits cellulalres montraient une forte bartde double a 24 Kd et une bande a 17 Kd qui 
reagissait avec des anticorps monoclonaux de p24 et p17 (Western blot). De tres petites quantltes de la bande 
de precurseur PrSS^ 80 et des bandes interm6diaires de 41 kd (46 kd) ont egaiement pu §tre d6tect6es 
(Western blot). Cecl indique que la protease portee par la proteine de fusion GAG-POL est active et que ie 60 
changement de phase de traduction HiV-specifique est fonctionnel dans les cellules S.f. Les polypeptides p17 
et 24 et des intermediaires (41 kd, 46-49 kd, 55 kd) ont ete detectes. Le grand precurseur GAG-POL n'a pas 
ete detecte avec nos anticorps p55 ou p17, p24 (il est probablement tres peu abondant). 

La mlcroscopie electronique a montre, a de rares occasions, queiques particules bourgeonnant au niveau 
de la membrane cellulaire. Ces particules paraissaient etre morphologiquement similaires aux particules 65 
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PrSS** decrites plus haul Des experiences de co-infection avec des virus recombinants portant 
respectivement les genes gag et gag-po! n'ont pas amen6 la detection de particules a structure de noyau 
(p24) plus condensee, typique de la partlcule retroviral (de HIV) mature. 

5 Exemple 8. Construction et expression du gene de ProT^gag de SIV dans les cellules S.f. 

Le gene gag du virus de I'immunite deficitaire de singe (SiV) a et6 sous-done de SIVmao-BI^S (recu de J. 
Muliins). Un fragment Kpnl de 3504 pb du genome de pBK28 (nucleotides 1212 a 4716) a et6 sous-clone dans 
pUC8. Deux fragments internes du gene gag, le fragment 5' FnuDII (1201) - Pst (1959) et le fragment 3' Pstl 
(1959) - Hphl (2803) ont ete purifies et les linkers oligonucleotidiques linker 1 

10 GAT CC ACC ATG GGC et linker 3 

G TGG TAC CCG 
TGCTGCACCTCAATTCTCTCTTTGGAGGAGACCAGTAGAGATCTGGTAC 

15 ' AACGACGTGGAGTTAAGAGAGAAACCTCCTCTGGTCATCTCTAGAC 

ont ete lies a des fragments gag adequats pour reconstituer I'entierete du gene precurseur gag. Dans une 
experimentation separee, un linker 

20 2 GATCC ACC .ATG GCC 
G TGG TAC CGG 

a ete utilise pour introduire une mutation dans le second codon GGC (Gly) GCC (Ala). Les differentes 

25 constructions ont et§ plonees dans des vecteurs et veriflees par sequencage. Le fragment 5' terminal 
(BamHI-Pstl) et le fragment 3' (Pstl-Bglil) ont ete isoles et clones dans le vecteur de transfert de baculovirus 
PACYMI digere avec BamHI et traite a la phosphatase aJcaline. Le plasmlde pAC gag Myr+ contient le gene de 
gag SfV natif et le pAC gag Myr contient le gene mut§ (Gly-> Ala). Des cellules S.f; ont ete transferees avec 
un melange d'ADN viral de AC MNPV (1 u.g) et des plasmides de transfert recombinants respectifs (50 ng), 

30 essentiellemerrt comme decrit dans I'Exemple 1 . Les plaques recombinantes ont ete cribiees et selectionnees 
comme decrit dans I'Exemple 1. 

Le polypeptide precurseur gag PrS?** de SIV a ete synthetise avec succes dans des cellules d'insecte 
infectees (observe par Western blot) en utillsant de Pantiserum de lapin contre SIV (virus SIV-BK28 purifie avec 
un gradient de metrizamide) ou un monoclonal dlrige contre I'extremite COOH du polypeptide p24 de HIV, 

35 lequel s'avere egalement reconnartre la protein e de core de SIV). 

Dans une seconde experience, il a ete demontre que la proteine Pr 55 safl de SIV produlte dans des cellules 
S.f. etait efflcacement myristylee, par analyse sur SDS-PAGE et par radioautographie. Par contre, dans le cas 
de la protfeine mutee (glycine — ► alanine), aucune myristylation n'a pu etre detectee. 
Comme dans le cas de la proteine PrSS^s de HIV, on a egalement observe la formation et la liberation de 

40 particules dans le milieu condhionne lors de ('analyse des cultures Infectees [par uitracentrffugation, gradient 
de saccharose et microscopic (TEM et SEM)]. On a observe des particules gag PrST 8 * 9 de SIV similaires a 
celles obtenues par I'expression de PrSS** de HIV dans des cellules S.f. Les particules gag extracellulaire 
forment des structures qui croissent au niveau de la membrane cellulaire, qui s'assemblent en 
bourgeonnements typiques, qui ressemblent fortement aux particules bourgeonnantes du virus non mature. 

45 Les particules Pr57w de SIV comme les particules Pr5&*® de HIV avaient environ 100-120 nm de diametre et 
montralent un centre transparent aux electrons entoure d'un anneau fonce et epals et une double couche 
lipidique exterieure. Des experimentations realisees avec le mutant (Gly — ► Ala) non myristyle de SIV ont 
conflrme les observations faltes avec le mutant PrSS 939 non myristyle de HIV, a savoir que la N-myristylation est 
essentieile pour le bourgeonnement et la formation de particules extracelluJaires. La difference entre la 

50 proteine precurseur GAG de HIV et de SIV est que cette derniere forme egalement des particules 
intracellulaires et une structure particulaire lors de {'expression de la proteine GAG myristylee. Ceci peut §tre 
explique comme suit : le taux d'expression est environ 3 fols plus eleve que le taux d'expression de gag de HIV 
et il se peut que toutes les molecules ProT 080 de SIV ne soient pas myristylees. On a pu deceler egalement plus 
de produits de degradation, specialement une bande protelnlque p27 myristylee. 

55 II est possible que les structures cellulaires d'environ 40 nm de diametre et parfols jusqu'a 1 um de 
long - qui sont observees a un stade avance ces infections - soient composees au moins en partie de ces 
produits de degradation de gag. Ceci pourraJt ressembler a Tassemblage du noyau (?) de p24 en structures 
tubulaires observees dans de rares cas de maturation de noyau de retrovirus. On a egalement observe (C. 
Debouck, comm. persona) des structures tubulaires contenant la proteine p24 lorsque la proteine de noyau 

60 p24 de HIV-1 est exprimee dans E. coll. Une partie des particules intracellulaires observees avec le 
recombinant du precurseur de gag de SIV natif prend forme pres de la membrane cellulaire ou elles paralssent 
se differencier en particules ressembiant au virus et bourgeonnant comme decrit plus haut. Ce processus 
rappelle la maturation virale de retrovirus du type D qui implique des particules intracellulaires intermediaires 
de type A. 

65 
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Revendicatlons 

1. Molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence d'ADN qui code pour I'entierete de la 5 
proline precurseur gag du virus de I'immunite d6flcttaire et qui est depourvue des sequences 
flanquantes se pr6sentant naturellement en 5' et en 3', ll&e de manure op6ratoire & un element de 
regulation qui fonctionne dans des cellules eucaryotes. 

2. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 1 dans laquelle reiement de regulation est un 
6l6ment qui fonctionne dans les cellules de levure, d'insecte ou de mammifere et la proteine precurseur 10 
gag est ia proline precurseur gag de HIV. 

3. Molecule d'ADN recombinant de ia revendication 2 dans laquelle reiement de regulation est un 
element qui fonctionne dans des cellules de Lepidopteres. 

4. Mol&cute d'ADN recombinant de la revendication 3 dans laquelle reiement de regulation comprend le 
promoteur du g6ne de polyh6drine. 15 

5. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 2, 3 ou 4. 

6. Cellule d'insecte infectee par le Baculovirus recombinant de ia revendication 5. 

7. Cellule d'insecte de la revendication 6 qui est une cellule de L6pidoptere. 

8. Cellule d'insecte de la revendication 6 qui est une cellule de Spodoptera frugiperda . 

9. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle !*6l6ment de regulation est un 20 
6l6ment qui fonctionne dans des cellules de Drpsophile. 

10. Cellule de Drosophile transform6e avec la molecule d'ADN recombinant de la revendication 9. 

11. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle la region de regulation est une 
region qui fonctionne dans des cellules de mammifere. 

12. Virus de la vaccine recombinant comprend la molecule d'ADN recombinant de la revendication 11. 25 

13. Cellule de mammifere comprenant la molecule d'ADN recombinant de ia revendication 11. 

14. Cellule de mammifere infectee avec le virus recombinant de la vaccine de la revendication 12. 

15. Cellule de mammifere de la revendication 13 qui est choisie dans le groupe comprenant les cellules 
CHO, les cellules COS-7, les cellules NIH-3T3, les cellules CV1 , les cellules de myeiome de la souris et du 

rat, les cellules HAK, les cellules Vero, les cellules Hela, les cellules W138, les cellules PROS et les cellules 30 
de h6matosarcome du poulet 

16. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle la region de regulation est une 
region qui fonctionne dans une levure. 

17. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 16 dans laquelle reiement de regulation comprend 

le promoteur CUP1 . TDH3, PGK, ADH, PH05 ou ARG3. 35 

18. Cellule de levure recombinante comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 16. 

19. Cellule de S. cerevisiae comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 17. 

20. Molecule d'ADN recombinant pour i'expression dans des cellules de Lepidopteres et la formation 
d'une partlcule qui est immunologlquement similaire aux particules gag authentiques immatures du virus 

de I'immuntte deticitalre, laquelle molecule comprend une sequence d'ADN qui code pour I'entierete ou 40 
une portion de la proteine pr6curseur gag du virus de I'immunite deficitaire ou pour une proteins hybride 
ayant I'entierete ou une portion d'une proteine pr6curseur gag de I'immuntte deficitaire, Ii6e de maniere 
op6ratoire & un element de regulation qui fonctionne dans des cellules de Lepidopteres. 

21. Molecules d'ADN recombinant de la revendication 20, pour I'expression et la formation d'une 
particule constitu6e de maniere pr6pond6rante de proteines pr6curseur gag de HIV, laquelle proteine 45 
code pour I'entierete de (a proteine precurseur gag de HIV et depourvue d'autres f onctions de HIV. 

22. Molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence codant pour une proteine precurseur gag 
du virus de I'immunite deficitaire iiee de maniere op6ratoire £ une region de regulation qui fonctionne 
dans les cellules de Lepidopteres. 

23. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 22 dans laquelle la sequence qui code pour 50 
I'entierete de la proteine precurseur gag de HIV est depourvue d'autres fonctlons de HIV. 

24. Molecules d'ADN recombinant de la revendication 20, 21, 22 ou 23 dans laquelle reiement de 
regulation comprend le promoteur du gene de ia polyhedrine. 

25. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 20 ou 22. 

26. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendicaiton 24. 55 

27. Cellule de Lepidoptere infectee avec le Baculovirus recombinant de la revendication 25. 

28. Cellule de Spodoptera frugiperda infectee par le Baculovirus recombinant de la revendication 26. 

29. Proteine precurseur gag produlte par la culture de cellules de la revendication 6. 

30. Proteine precurseur gag produlte par ia culture de cellules de la revendication 13 ou 18. 

31 . Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 27. 60 

32. Particule formee de proteines precurseur gag isotees d'un milieu condrtionn6 au depart d'une culture 
de cellules de la revendication 6. 

33. Particule formee de proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 
27. 

34. Particule immunog6ne form6e de proteines precurseur gag produite par des cellules d'eucaryotes 65 
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recomblnantes, laquelle particule est Immunologiquement similaire aux particules gag du virus de 
I'immunfte dfeflcitaire authentique. 

35. Particule immunogdne de la revendication 34 qui comprend de mantere predominate les proteines 
pr6curseur gag de HIV qui sont reconnuee par des anticorps anti-p16, anti-p24 et anti-p17 et qui est 

5 d6pourvue des fonctions viraJes requises pour la maturation et la replication du virus. 

36. Vaccin comprenant la proline precurseur gag produite par des cellules d'encaryote recomblnantes. 

37. Vaccin comprenant des particules fornixes de prolines precurseur gag produces par des cellules 
d'eucaryote recombinantes. 

38. Methods pour recueillir des donn6es utiles dans le diagnostic de Pexposition d'un animal e un virus 
10 de I'immunfte deficltalre acquise qui comprend la mlse en contact d'un echantillon de s6rum ou d'un autre 

ftuide corporel de I'anlmal avec une proline precurseur gag de la revendication 29, 30, 31 ou 32, 

39. M6thode pour recueillir des donnees utiles dans le diagnostic de Pexposition d'un animaJ & un virus 
de rimmunite d6ficitaire acquise qui comprend la mise en contact d'un 6chantillon de s6rum ou d'autre 
fluids corporel de I'animal avec la particule immunogene de la revendication 34 ou 35. 

15 40. Proteine precurseur gag sulvant I'une quelconque des revendications 29, 30. 31 et 32 pour une 

utilisation comme agent vaccinal. : *- 

41. proteine pr6curseur gag sulvant I'une quelconque des revendications 29, 30, 31 et 32 pour une 
utilisation comme agent vaccinal pour conterer & des humains une protection contre une infection par 
HIV. 

20. 42. Proteine precurseur gag sulvant I'une quelconque des revendications 29, 30, 31, .et 32 pour une 

utilisation dans la fabrication d'un vaccin pour conf erer £ des humains une protection contre une infection 
par HIV. 

43. Particule immunogdne de la revendication 34 ou 35 pour une utilisation comme agent vaccinal. 

44. Particule ImmunogSne de la revendication 34 ou 35 pour une utilisation comme agent vaccinal pour 
25u^v conferer a des humains une protection contre une infection par HIV. 

45. Particule Immunogdne de la revendication 34 ou 35 pour une utilisation dans la fabrication d'un 
vaccin pour conterer & des humains une protection contre une infection par HIV. 

* Revendications pour les Etats contractants sulvants: ES, GR 

30 

1. MoI6cule d'ADN recombinant comprenant une sequence d'ADN qui code pour I'enti6ret6 de la 

proline precurseur gag du virus de I'immunite deficitalre et qui est depourvue des sequences 

flanquantes se prdsentant naturellement en 5' et en 3', liee de maniere op6ratoire & un element de 

regulation qui fonctionne dans des cellules eucaryotes. 
35 2. Molecules d'ADN recombinant de la revendication 1 dans laquelle I'6l6ment de regulation est un 

6I6ment qui fonctionne dans les cellules de levure, d'insecte ou de mammitere et la proteine precurseur 

gag est la proteine precurseur gag de HIV. 
3. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle l'6lement de regulation est un 

element qui fonctionne dans des cellules de Lepidopteres. 
40 4. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 3 dans laquelle rei6ment de regulation comprend le 

promoteur du g$ne de polyhedrine. 

5. Baculovlrus recombinant comprenant la moldcule d'ADN recombinant de la revendication 2, 3 ou 4. 

6. Cellule d'insecte infectee par le Baculovirus recombinant de la revendication 5. 
7..CelIute d'insecte de la revendication 6 qui est une cellule de L6pidoptere. 

45 8. Cellule d'insecte de la revendication 6 qui est une cellule de Spodoptera frugiperda . 

9. Motecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle I'Stement de regulation est un 
ei&ment qui fonctionne dans des cellules de Drosophile. 

10. Cellule de Drosophile transform^ avec la molecule d'ADN recombinant de la revendication 9. 

11. Mol6cule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle la r6gion de regulation est une 
so region qui fonctionne dans des cellules de mammifere. 

1 2. Virus de la vaccine recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 1 1 . 

1 3. Cellule de mammif&re comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 1 1 . 

14. Cellule de mammifere infectee avec le virus recombinant de la vaccine de la revendication 12. 

15. Cellule de mammifere de la revendication 13 qui est cholsie dans le groups comprenant les cellules 
55 CHO, les cellules COS-7. les cellules NIH-3T3, les cellules CV1 , les cellules de my6lome de la souris et du 

rat. les cellules HAK, les cellules Vero, les cellules Hela, les cellules WI38, les cellules PRC-5 et les cellules 
de hematosarcome du poulet. 

16. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle la r6gion de regulation est une 
region qui fonctionne dans une levure. 

60 17. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 16 dans laquelle I*6l6ment de regulation comprend 

le promoteur CUP1 , TDH3, PGK, ADH, PH05 ou ARG3. 

18. Cellule de levure recombinants comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 16. 

19. Cellule de S. cerevisiae comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 17. 

20. Molecule d'ADN recombinant pour I'expression dans des cellules de Lepidopteres et la formation 
65 d'une particule qui est immunologiquement similaire aux particules gag authentiques immatures du virus 
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de rimmunite deficitaire, laquelle molecule comprend une sequence d'ADN qui code pour I'entierete ou 
une portion de la proteine precurseur gag du virus de I'immunite deficitaire ou pour une proteins hybrlde 
ayant I'entierete ou une portion d'une proteine precurseur gag de I*immunft6 deficitaire, Iiee de maniere 
operatoire a un element de regulation qui fonctionne dans des cellules de Lepldopteres. 

21 . Molecule d'ADN recombinant de la revendication 20, pour ('expression et la formation d'une particule 5 
constitute de maniere preponderante de proteines precurseur gag de HIV, laquelle proteine code pour 
I'entierete de la proteine precurseur gag de HIV et d6pourvue d'autres fonctlons de HIV. 

22. Molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence codant pour une proteine precurseur gag 
du virus de rimmunite deficitaire Iiee de maniere operatoire a une region de regulation qui fonctionne 
dans les cellules de Lepldopteres. 10 

23. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 22 dans laquelle la sequence qui code pour 
I'entierete de la proteine precurseur gag de HIV est depourvue d'autres fonctlons de HIV. 

24. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 20, 21, 22 ou 23 dans laquelle ('element de 
regulation comprend le promoteur du gene de la polyhedrine. 

25. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 20 ou 22. 15 

26. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 24. 

27. Cellule de Lepidoptere infectee avec le Baculovirus recombinant de la revendication 25. ..... . 

28. Cellule de Spodoptera f rugiperda infectee par le Baculovirus recombinant de la revendication 26. . 

29. Methods pour preparer un vaccin pour proteger un humain contre une maladie causee par une 
Infection par HIV qui comprend la culture de cellules eucaryotes recombinantes qui ont 6te transformees 20 
avec une molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence d'ADN qui code pour I'entierete de la 
proteine precurseur gag de HIV et qui est depourvue des sequences fianquantes 5' et 3' qui se 
presentent naturellement, liees de maniere operatoire & un element de regulation qui fonctionne dans les 
cellules eucaryotes; I'lsoiement des particules de proteine precurseur gag ainsi produites et ('association 

des particules de proteine precurseur gag isolees a un support pharmaceutiquement acceptable. 25 

30. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de Tune quelconque des revendications 6, \i 
13 ou 18 pour une utilisation comme agent vaccinal. 

31. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 6, 13 ou 18 pour une 
utilisation comme agent vaccinal pour conferer a des humains une protection contre une infection par 
HIV. 30 

32. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 6, 13 qu 18, pour une 
utilisation dans ia fabrication d'un vaccin pour conferer a des humains une protection contre une infection 
par HIV. 

33. Particules gag immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules 
encaryotes recombinantes, laquelle particule est immunologiquement similaire aux particules gag du 35 
virus de I'immunite deficitaire acquise authentiques pour une utilisation comme agent vaccinal. 

34. Particule gag Immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules 
encaryotes recombinantes, laquelle particule est immunologiquement similaire aux particules gag du 
virus de I'immunit6 deficitaire acquise authentiques pour une utilisation comme agent vaccinal pour 
conferer a des humains une protection contre une infection par HIV. . 40 

35. Particule gag immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules euca 
ryotes recombinantes, laquelle particule est immunologiquement similaire aux particules gag du virus de 
rimmunite deficitaire acquise authentiques pour une utilisation dans la fabrication d'un vaccin pour 
conferer a des humains une protection contre une infection par HIV. 

36. Procede pour preparer une molecule d'ADN recombinant pour exprimer une proteine gag du virus de 45 
I'immunite deficitaire acquise qui comprend la ligation d'une sequence d'ADN qui code pour I'entierete de 
la proteine precurseur gag du virus de I'immunite deficitaire acquise et qui est depourvue des sequences 
fianquantes en 5' et en 3' qui se presentent naturellement, a un element de regulation qui fonctionne dans 
des cellules eucaryotes. 

37. Procede de ia revendication 36 dans lequel I'element de regulation est un element de regulation qui 50 
fonctionne dans une levure, des cellules d'insecte ou de mammifere et fa proteine precurseur gag est la 
proteine precurseur de HIV. 

38. Procede de la revendication 37 dans lequel I'element de regulation est un element de regulation qui 
fonctionne dans des cellules de Lepldopteres. 

39. Procede de la revendication 38 dans lequel I'etement de regulation comprend le promoteur du gene 55 
de polyhedrine. 
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